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I
摘要
本论文中，以结构为基础的药物开发包括两个靶点：1）肠道病毒 71型 3C
蛋白酶；2）柯萨奇病毒 B3 型 3D聚合酶。
1. 手足口病（HFMD）是一种全球性传染病，该病是由肠道病毒引起的。
近年来在中国的发病率显著升高。引起手足口病的病原体中肠道病毒 71 型
（EV71）是最主要的，它能够引起神经系统并发症，导致严重的后遗症，甚至
导致死亡，是致死率较高、传染性相对最强的肠道病毒，因此对其治疗和预防
药物的研究越来越重要。
3C (3C protease, 3Cpro) 蛋白酶在 EV71 病毒蛋白的成熟过程中起着关键作
用，3C蛋白酶还能作用于宿主细胞内的多种转录因子以及细胞因子，抑制宿主
细胞本身蛋白的表达，从而破坏宿主的免疫机制，此外 3C 蛋白酶还具有 RNA
结合活性，在病毒的复制中起作用。因此，3C蛋白酶是抗 EV71 特效药物设计
和开发的重要靶点之一。
本课题中，我们对实验室的小分子药物库中的一部分小分子进行了筛选。
通过分子克隆、蛋白表达和纯化、结晶、soaking以及 X射线衍射和结构解析的
方法解析了 3C蛋白酶和小分子片断的复合物结构，并找到了结合在 3C蛋白酶
RNA结合区域的小分子片断，为后面基于片断的药物设计打下了基础。
2. 病毒性心肌炎（Viral myocarditis, VMC）是病毒感染心肌细胞引起的，
目前国内 VMC 的病死率均呈上升趋势，临床表现轻重不一。其中柯萨奇病毒
B3 型（CVB3）是导致病毒性心肌炎的主要致病原，此外，CVB3 可诱导人类胰
岛胰岛β-细胞的损伤或死亡，因此被认为与 I型青少年糖尿病或胰岛素依赖型糖
尿病有关。因此对其治疗和预防药物研究的重要性日渐突显。
3D聚合酶（3D polymerase, 3Dpol）是 RNA 依赖的 RNA聚合酶（RdRP）是
RNA 病毒生命周期的核心组成部分。3Dpol负责初始负链和随后的正链 RNA 合
成，在病毒复制中起重要作用，对于病毒活力是必需的。3Dpol的抑制剂能够抑
制病毒基因组和病毒复制，成为了抗病毒药物开发的重要靶点。
本课题中，我们利用分子克隆技术、蛋白表达和纯化、结晶的方法得到了
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蛋白晶体，但是晶体衍射率比较低，还需要进一步优化得到高分辨率的晶体以
用于后续小分子片断的筛选实验。
关键词：EV71 ；3C蛋白酶；抑制剂；CVB3；3D聚合酶
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Abstract
The structure-based design of inhibitors in this thesis is comprised of two parts
targeting 1) 3C protease from enterovirus 71, and 2) 3D polymerase from
Coxsachivirus B3.
1) Hand-foot-mouth disease (HFMD) is a global infectious diseases caused by
enteroviruses. In recent years, its morbidity in China has increased significantly.
Among the causative agents of HFMD, enterovirus 71 (EV71) is the main one. This
virus can lead to serious neurological complications, and even lead to death. It is of
great importance to find treatment for HFMD.
3C protease plays a key role in the maturation of EV71 proteins. 3C protease can
also act on a variety of transcription factors and cytokines in host cells, inhibit the
expression of host protein and interfere with the immune mechanisms of the host. In
addition, 3C protease is with RNA binding activity and play a role in virus replication.
3C protease is a significant target for the design and development of therapeutics.
In this project, we screened a drug library with 3C protease as the target. The
complex structures of 3C protease and small molecule fragments were analyzed by
X-ray crystallography and a compound bound to the RNA binding region of 3C
protease was identified, which laid the foundation for the fragment-based drug design.
2) Viral myocarditis is caused by viruses that can damage myocardium. Currently,
domestic VMC mortality rates were on the rise. Among the enterovirus,
Coxsackievirus B3 is an important pathogen in viral myocarditis. CVB3 can also
induce the injury or death of human pancreatic islet β-cells, and it is thought to be
associated with type I adolescent diabetes or insulin-independent diabetes mellitus.
3Dpol is an RNA-dependent RNA polymerase (RdRP) and vital to the life cycle
of the RNA virus. 3Dpol is responsible for the initial negative and subsequent positive
strand RNA synthesis, and is important to the viral replication and viability. The 3Dpol
inhibitors can inhibit the viral genome and viral replication and is a significant target
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for the development of antiviral drugs.
To establish a system for structure-based drug design and development, we used
technologies of molecular cloning, protein expression and purification to obtain the
proteins and the crystals of 3Dpol were made. However, only a small portion of the
crystals diffracted X-ray to high resolution. Further optimization was needed to
crystallize 3Dpol in a consistent fashion for the drug design and development.
Key words: EV71; 3C protease; inhibitor; CVB3; 3D polymerase
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1 前言
1.1 手足口病概述
1.1.1 手足口病的简介
手足口病( Hand, foot and mouth disease，HFMD )，是一种多发生于婴幼儿中
的传染病，该病是由肠道病毒感染导致的。1957 年该病的流行在新西兰首次被
报道，1958 年分离出了柯萨奇病毒[1]，Alsop 等在 1959 年根据疾病病变分布将
其命名为“手足口病”。手足口病的爆发和流行已涉及世界多个国家和地区，对
全球的公共卫生造成了严重的威胁。近几年来，手足口病在中国频繁发生，并具
有季节性的特点。2008年，手足口病被卫生部纳入丙类传染病管理范围内。
在春季，夏季和秋季温暖的温度下，手足口病趋于发生，呈季节性强劲，湿
度升高时发病率显着升高，因为致病病毒的感染在炎热和潮湿的条件下急剧增
加。该病多发生于 5岁以下的儿童，因为婴幼儿的免疫力较弱。手足口病是一种
发热性疾病，临床表现为前驱性发烧之后是咽炎，嘴巴和手脚皮疹，并且与口腔
溃疡有关系（图 1-1）。病毒的感染通常是自限制的，但是传染性很强。大多数
患者在一周内恢复，但有一些严重病例会出现一系列神经系统并发症包括惊厥，
共济失调，脑脊髓炎，脊髓灰质炎样麻痹，更严重者甚至会导致死亡[2]，从脑炎
中恢复的儿童可能会留下显著的神经后遗症。
图 1-1 手足口病的临床症状
Figure 1-1 The clinical symptom of HFMD
图为手足口病典型临床症状：左图为口部的疱疹，右图为手部的疱疹。
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